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ABSTRAK  
 
Penelitian ini bertujuan mengkaji daerah nonkoding (D-loop) deoxyribonucleic acid (DNA) mitokondria kuda sumba. Tiga sampel darah 
kuda Sandel Wood dari Kabupaten Sumba Timur digunakan untuk isolasi DNA. Produk isolasi DNA diamplifikasi pada daerah D-loop parsial 
mitokondria dengan metode PCR, primer ECLOOP forward 5’-CGCACATTACCCTGGTCTTG-3’ dan primer ECLOOP reverse 
5’GAACCAGATGCCAGGTATG-3’, pada kondisi predenaturasi 94° C selama 5 menit, denaturasi 94° C selama 30 detik, annealing 56° C 
selama 30 detik, elongation 72° C selama 45 detik, dan post elongation 72° C selama 5 menit sebanyak 35 siklus. Reaksi polymerase chain 
reaction (PCR) menghasilkan produk sepanjang 492 bp kemudian dilakukan pengurutan. Produk pengurutan D-loop dibandingkan dengan 
spesies kuda lain dari Genbank dan dianalisis menggunakan MEGA versi 4.1. Hasil analisis diperoleh 66 situs nukleotida yang berbeda. Urutan 
nukleotida D-loop yang dianalisis menggunakan Kimura 2- parameter ditemukan nilai paling kecil 0% dan nilai paling besar 2,9%. Konstruksi 
pohon filogenetika menggunakan metode neighbour joining dengan nilai bootstrap 1000 kali menunjukkan hubungan kekerabatan yang sangat 
dekat di antara kuda Sandel Wood. Artinya kuda Sandel Wood 2, 3, dan 4 berasal dari satu keturunan.  
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
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ABSTRACT 
 
The objective of this research was to study the molecular genetic of partial D-loop of sumba’s horse. Three blood samples of Sumba local 
horse origin from East Sumba region were isolated to isolate the deoxyribonucleic acid (DNA). Then, DNA isolation product was amplified on 
partial mitochondria D-Loop area by means of polymerase chain reaction (PCR) method, using ECLOOP forward primer 5' -
CGCACATTACCCTGGTCTTG-3' and  ECLOOP reverse primer 5'GAACCAGATGCCAGGTATG-3', predenaturation condition at 94° C for 5 
minutes, denaturation at 94° C for 30 seconds, annealling at 56° C for 30 seconds, elongation at 72° C for 45 seconds, and post elongation at 
72° C for 5 minutes as much as 35 circles. The PCR reaction produced product of 492 bp which later was sequenced. D-Loop sequence result 
was compared to other horse species from Genbank then analyzed using MEGA version 4.1. Analysis result showed that 66 different nucleotide 
sites were obtained. Genetic distance based on D-Loop necleotide sequence which analyzed using Kimura 2-parameter found that the smallest 
value was 0% and the biggest value was 2,9%. Phylogenic tree construction using neighbour joining method with 1000 times bootstrap value 
shows a very close kinship between sumba horses.  
_____________________________________________________________________________________________________________________ 
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PENDAHULUAN 
 
Kuda sumba atau Sandel Wood (Equus caballus) 
dan kuda batak merupakan kuda lokal asli Indonesia 
(Soehardjono, 1990). Populasi kuda di Pulau Sumba 
pada tahun 2000 mencapai 214.540 ekor. Pada tahun 
2008 turun menjadi 145.760 ekor kuda, berarti selama 
kurun waktu 8 tahun terjadi penurunan populasi 
sebesar 32% atau 4% per tahun (Anonimus, 2011). 
Fenomena penurunan populasi kuda Sandel Wood di 
Indonesia memiliki risiko kepunahan yang sangat 
tinggi sehingga pengelolaannya perlu dilakukan 
secara hati-hati.  
Sehubungan dengan masalah tersebut perlu 
dilakukan tindakan untuk meningkatkan jumlah 
populasi kuda sumba yang langka ini yaitu melalui 
upaya konservasi in situ dan ex situ. Dalam upaya 
konservasi, identifikasi Equus caballus yang akan 
dilestarikan sangatlah penting untuk dilakukan. 
Identifikasi selama ini masih berdasarkan pada 
morfologi, sedangkan untuk kajian genetika molekuler 
masih sangat terbatas. Kajian berdasarkan morfologi 
kurang dapat dijadikan acuan untuk identifikasi dan 
menentukan hubungan kekerabatan di antara kuda yang 
ada di Indonesia. Cozzi et al. (2004) telah berhasil 
membuat pohon filogenetika di antara galur kuda di 
Italia berdasarkan urutan daerah bukan penyandi 
protein (D-loop). Mirol et al. (2002) melaporkan 
keberhasilan menganalisis keragaman genetika dan 
hubungan kekerabatan di antara empat galur kuda di 
Argentina (kuda Argentina Creole, kuda Peruvian Paso, 
kuda Arabian, dan kuda Thoroughbred) berdasarkan 
sequence D-loop. Cothran (2005) juga melaporkan 
keberhasilan dalam melakukan analisis genetika 
beberapa kuda di Lithuania berdasarkan sequence 
control region D-loop mitochondria dengan  primer 
daerah bukan pengode protein (D-loop) ECLOOPF 5’-
CGCACATTACCCTGGTCTTG-3’ dan ECLOOPR 
5’-GAACCAGATGCCAGGTATG-3’. Analisis genom 
sitoplasmik yaitu mitokondria berupa runutan utuh dari 
DNA-nya telah dilakukan pada kuda Thoroughbred di 
Korea (Lee dan Cho, 2006). Dengan diketahuinya 
runutan utuh deoxyribonucleic acid (DNA) 
mitokondria, maka terbuka kesempatan untuk mengkaji 
bagian yang bukan penyandi protein (D-Loop) 
mitokondria pada kuda sumba. Daerah D-loop ini 
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menarik untuk ditelaah karena dua dari ketiga 
domainnya memiliki mutasi yang tinggi sehingga 
perubahan runutan basa-basa nukleotidanya terjadi 
tidak saja pada tingkat interspesies tetapi juga pada 
intraspesies (Widayanti, 2006). 
Yuriadi et al. (2009) telah melakukan runutan DNA 
utuh pada kuda priangan menggunakan primer 
ECLOOP forward dan ECLOOP reverse. Setelah 
disejajarkan dengan runutan genom Equus caballus dan 
Equus burchelli dari GenBank diperoleh 355 pb 
nukleotida yang dapat dianalisis. Perbandingan dari 
355 nukleotida kuda priangan terhadap basa nukleotida 
Equus caballus dari GenBank ternyata 11 nukleotida 
sebagai situs beragam. Yuriadi et al. (2010) runutan 
DNA utuh kuda Tengger di Jawa Timur diperoleh 319 
nt setelah disejajarkan dengan runutan genom Equus 
caballus dari GenBank diperoleh 37 situs beragam. 
Yuriadi et al. (2011) pada melaporkan pada kuda Dieng 
(kuda Kedu) runutan DNA utuh diperoleh 385 
nukleotida setelah disejajarkan dengan Equus caballus 
diperoleh 13 situs nukleotida yang beragam. Potensi 
sequence DNA D-loop mitokondria kuda dibuktikan 
dengan menganalisis diversitas genetika antar jenis 
kuda menggunakan program MEGA versi 4.1 (Kumar 
et al., 2001). 
Tujuan penelitian mendapatkan gambaran penanda 
genetika kuda sumba menggunakan sequen control 
region D-loop mitokondria dan mengungkap kedekatan 
hubungan kekerabatan dalam populasi kuda sumba. 
Kajian tentang aspek molekuler ini diharapkan dapat 
digunakan sebagai salah satu sarana identifikasi 
terhadap Equus caballus di Indonesia khususnya kuda 
sumba.  
 
MATERI DAN METODE 
 
Sampel darah 3 ekor kuda sumba berasal dari tiga 
desa yaitu Desa Kambu Hapang, Desa Laegaji, dan 
Desa Lewapaku Kecamatan Lewa Kabupaten Sumba 
Timur, Provinsi Nusa Tenggara Timur. Total DNA 
hasil ekstraksi digunakan sebagai DNA cetakan untuk 
proses amplifikasi. Komposisi 50 µl campuran pereaksi 
PCR terdiri dari 2,5 mM MgCl2, 10 mM dNTPs, 100-
300 ng DNA cetakan, 10-20 pmol masing-masing 
primer dan 2 U Taq polimerase beserta bufernya. 
Primer untuk amplifikasi daerah D-Loop menggunakan 
primer ECLOOP Forward 5’-
CGCACATTACCCTGGTCTTG-3’ dan primer 
ECLOOP reverse 5’GAACCAGATGCCAGGTATG-
3’ berdasarkan petunjuk Xu dan Arnason (1994). 
Amplifikasi DNA dengan PCR menggunakan mesin 
GeneAmp
R
PCR system 2400 (Perkin Elmer). 
Amplifikasi D-Loop parsial dilakukan dengan kondisi 
sebagai berikut: denaturasi awal selama 5 menit pada 
suhu 94
 
C, diikuti dengan 94
 
C selama 30 detik untuk 
denaturasi, 51
 
C selama 45 detik untuk penempelan 
primer (annealing), 72
 
C selama 1 menit untuk 
pemanjangan (elongation). Amplifikasi dilakukan 
sebanyak 35 siklus dan diakhiri 5 menit pada 72
 
C, 
kemudian disimpan pada suhu 4
 
C. 
Produk PCR dideteksi dengan cara dielektroforesis 
pada gel agarosa 1,2% dengan menggunakan bufer 
1xTBE dalam piranti submarine electrophoresis 
(Hoefer, USA). Pengamatan dilakukan dengan bantuan 
sinar UV ( = 300 nm) setelah gel diwarnai dengan 
ethidium bromide. Penanda DNA dengan ukuran 100 
bp digunakan sebagai penunjuk berat molekul. 
Produk DNA ketiga sampel hasil amplifikasi 
selanjutnya digunakan sebagai DNA cetakan untuk 
reaksi pengurutan DNA. Kondisi untuk reaksi 
pengurutan adalah sebagai berikut: denaturasi awal 
selama 5 menit pada suhu 94
 
C, selanjutnya diikuti 
dengan 94
 
C selama 30 detik, 51
 
C selama 45 detik, 
dan 72
 
C selama 1 menit. Reaksi amplifikasi sebanyak 
35 siklus kemudian dengan penambahan (extension) 
selama 5 menit pada 72
 
C. Pengurutan DNA 
menggunakan primer forward serta menggunakan alat 
pengurutan DNA otomatis ABI Prism versi 3.4.1 
(USA). 
Penjajaran berganda sekuen nukleotida D-Loop 
parsial dianalisis dengan program Clustal W 
(Thompson et al., 1994). Analisis hasil berdasarkan 
urutan nukleotida D-Loop parsial menggunakan 
perangkat lunak MEGA versi 4.1. Jarak genetika 
dianalisis dengan metode Kimura-2 parameter (Kumar 
et al., 2001). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Amplifikasi daerah D-Loop mitokondria DNA kuda 
sumba menggunakan primer sequence mt-DNA 
ECLOOPF dan ECLOOPR. Primer foward memiliki 20 
basa dengan urutan basa 5’ CGC-ACA-TTA-CCC-
TGG-TCT-TG 3’ dan primer reverse memiliki 20 basa 
dengan urutan basa, 5’ GAATAC- CTG-GCA-TCT-
GGT- TC 3’ menghasilkan fragmen DNA sebesar 510 
bp seperti yang disajikan pada Gambar 1. 
 
 
 
Gambar 1. Profil DNA hasil amplifikasi kuda Sumba 2, 3, 
dan 4 menggunakan DNA Marker 100 bp. 
 
Berdasarkan urutan genom mt-DNA Equus caballus 
(NC_001640) fragmen DNA pada penelitian ini 
terletak pada gen tRNA
Thr
 (nukleotida ke-74) sampai 
pada nukleotida ke-373 dari daerah D-Loop (urutan 
nukleotida ke 15469 sampai dengan basa ke 1581 dari 
genom mitokondria). Skema letak penempelan primer 
F dan R untuk mengamplifikasi daerah D-Loop parsial 
disajikan pada Gambar 2. 
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Matriks perbedaan nukleotida pada daerah D-Loop 
parsial (283 nt) dan jarak genetika kuda Sumba 2, 3, 
dan 4 dan Equus caballus, Equus caballus breed 
Appaloosa, Equus caballus isolate Arab, Equus asinus, 
Equus burchelli, Equus_przewalskii disajikan pada 
Tabel 1. Pada Tabel 1 terlihat rasio transisi terhadap 
transversi antara kuda sumba 4 dengan sumba 2, dan 
sumba 3, tidak terjadi substitusi transisi maupun 
transversi sehingga nilainya 0/0. Hasil ini menunjukkan 
tidak terjadinya mutasi berupa transisi maupun 
transversi disebabkan karena sampel kuda yang diteliti 
merupakan spesies yang memiliki kekerabatan yang 
sangat dekat. 
Pada Tabel 1 terlihat nilai jarak genetika dari hasil 
pengurutan antara Equus caballus dengan ketiga 
sampel yang diteliti (kuda sumba 2, sumba 3, dan 
sumba 4) menunjukkan keseragaman, yaitu sebesar 
0,029 (2,9%). Kecilnya perbedaan daerah D-Loop 
parsial domain 1 di antara kuda sumba dan Equus 
caballus pembanding menunjukkan bahawa urutan 
nukleotida tersebut sangat kecil keragamannya. Hal ini 
sama dengan penelitian Widayanti (2008) pada Tarsius 
bancanus. Pendapat Nei dan Kumar (2000), dua 
individu atau lebih dikatakan memiliki kedekatan 
genetika dalam satu spesies bila jarak genetika yang 
diperoleh tidak lebih dari 10%. Jarak genetika pada 
ketiga sampel menunjukkan nilai terbesar adalah 2,9% 
dan nilai terkecil yaitu 0%, pada Equus caballus isolat 
Arab, Equus caballus breed Appaloosa dengan Equus 
asinus sebesar 12,7%. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Kim et al. (2002) bahwa semakin kecil nilai jarak 
genetika, semakin dekat jarak kekerabatannya.  
Rekonstruksi pohon filogeni (dendogram) nilai 
Bootstrap 1000 kali dengan metode neighbor-joining 
disajikan pada Gambar 3. 
 
Gambar 3. Rekonstruksi pohon filogeni (dendogram) nilai 
Bootstrap 1000 kali dengan metode neighbor-joining 
 
Pada Gambar 3 terlihat percabangan yang 
membentuk kelompok Equus caballus isolat Arab 
(Genbank), Equus caballus shetland Pony (Genbank) 
dan Equus caballus breed Appaloosa (Genbank) 
dengan nilai bootstrap (kepercayaan) 93% dan 
kelompok sampel kuda sumba 2, 3, dan 4 dengan nilai 
bootstrap 99% berada dalam cabang yang berbeda 
dengan Equus caballus, Equus caballus przewalskii 
 
 
Gambar 2. Skema letak penempelan primer ECLOOPF dan ECLOOPR untuk mengamplifikasi fragmen D-Loop pada Equus 
caballus 
 
Tabel 1. Matriks perbedaan nukleotida pada daerah D-Loop parsial (283 nt) dan jarak genetika kuda Sumba 2, 3, dan 4 dan Equus 
caballus, Equus caballus breed Appaloosa, Equus caballus isolate Arab, Equus asinus, Equus burchelli, Equus_przewalskii 
No Jenis Kuda 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 Equus caballus  0,029 0,029 0,029 0,017 0,017 0,023 0,120 0,123 
2 Sumba 2 10  0,000 0,000 0,017 0,035 0,029 0,120 0,109 
3 Sumba 3 10 0  0,000 0,017 0,035 0,029 0,120 0,109 
4 Sumba 4 10 0 0  0,017 0,035 0,029 0,120 0,109 
5 E.c.przewalskii 6 6 6 6  0,023 0,029 0,127 0,123 
6 E.c.Appaloosa 6 12 12 12 8  0,023 0,113 0,120 
7 E.c. Arab 8 10 10 10 10 8  0,120 0,123 
8 E. asinus 38 38 38 38 40 36 38  0,089 
9 E. burchelli 38 35 35 35 39 38 39 29  
kiri bawah= jumlah nukleotida yang berbeda;  kanan atas= jarak genetika 
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dengan nilai bootstrap 50% dan jarak genetika diantara 
sampel-sampel kuda sumba sebesar 2,9%. Hal ini 
menunjukkan bahwa urutan nukleotida D-Loop pada 
sampel kuda (sumba 2, 3, dan 4) adalah sama. Hasil ini 
tidak berbeda dengan hasil penelitian tentang kajian D-
Loop parsial DNA mitokondria kuda priangan rata-rata 
jarak genetika antar kuda priangan adalah 7,51% 
(Yuriadi et al., 2009), rata-rata jarak genetika antar 
kuda tengger adalah 1,7% (Yuriadi et al., 2010), dan 
rata-rata jarak genetika antar kuda dieng adalah 6,75% 
(Yuriadi et al., 2011), sehingga daerah D-Loop parsial 
ini tidak dapat digunakan sebagai penanda genetika 
antar kuda yang diteliti (kuda sumba 2, 3, dan 4) akan 
tetapi dapat sebagai penanda genetika antar spesies 
kuda dalam satu genus. 
 
KESIMPULAN 
 
Urutan region D-Loop dapat membedakan 
hubungan kekerabatan antar spesies Equus caballus 
tetapi tidak dapat membedakan antar kuda sumba. 
Kuda yang diteliti memiliki hubungan kekerabatan 
yang sangat dekat. 
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